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As esfingomielinases são enzimas que atuam na formação de ceramida e são apontadas 
como alvos promissores para o tratamento de diversas patologias, como a dependência. A 
dependência por cocaína é um transtorno mental para a qual ainda não há tratamento eficaz. 
Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade periférica das enzimas esfingomielinase 
ácida (SMA) e neutra (SMN) em micos (Callithrix penicillata) antes e após a indução de 
alterações comportamentais (hipervigilância e preferência-condicionada-por-lugar - CPP) 
causadas pela exposição repetida à cocaína. Os testes comportamentais ocorreram em uma 
caixa de CPP composto por dois compartimentos iguais e intercomunicáveis, mas com 
diferentes pistas visuais e táteis. O procedimento foi dividido em três fases consecutivas: 
habituação, condicionamento e teste. Todos os sujeitos passaram por duas sessões de 
habituação, tendo acesso a ambos os compartimentos. Os animais foram então divididos em 
dois grupos, COC ou SAL (n=6/grupo), e submetidos a uma sessão diária de condicionamento 
durante 12 dias consecutivos. Nos dias ímpares, o grupo COC foi tratado com cocaína (7 
mg/kg, i.p.) e o grupo SAL com salina (i.p.) e dado acesso ao compartimento condicionado. 
Nos dias pares, todos receberam salina e tiveram acesso ao compartimento não-
condicionado. Na última fase, todos os micos tiveram acesso novamente a ambos os lados 
da caixa de CPP por duas sessões teste, uma 24 h e outra 15 dias após o último 
condicionamento – sendo que nenhuma substância foi administrada nessa fase. Todas as 
sessões tiveram uma duração de 15 min. Foram feitas três coletas de sangue para determinar 
a atividade da SMA e SMN: uma logo após a última habituação (pós-H2) e uma antes de cada 
sessão teste (pré-T1 e pré-T2). Ao longo do condicionamento o tempo de vigilância no grupo 
COC aumentou, indicando uma sensitização comportamental. Esse grupo também aumentou 
o tempo de permanência no compartimento condicionado à droga em relação à fase de 
habituação, indicando uma resposta de CPP. Isso não foi visto para o grupo SAL. Após o 
condicionamento, a atividade da SMA foi maior no grupo COC que no SAL, enquanto que a 
da SMN permaneceu constante para todos. Ainda, uma correlação negativa entre a atividade 
da SMN pré-T1 e a resposta de CPP na sessão teste 1 foi vista apenas no grupo COC. Assim, 
aqueles com menor atividade da SMN tiveram maior resposta de CPP. Os resultados 
observados indicam que as esfingomielinases podem ter papel na formação de alguns tipos 
de memória e na dependência por cocaína.  
 






Sphingomyelinases are enzymes responsible for ceramide synthesis. They are promising 
targets for the treatment of various pathologies, including addiction. Cocaine addiction is a 
mental disorder for which there is still no effective treatment. Thus, this study assessed the 
peripheral activity of acid (SMA) and neutral sphingomyelinase (SMN) before and after 
marmosets (Callithrix penicillata) were repeatedly exposed to cocaine. Enzyme activity was 
related to drug-induced behavioral changes (hypervigilance and conditioned-place-preference 
- CPP). Testing was held in a CPP box consisting of two equally-sized and connecting 
compartments with different visual and tactile cues. The procedure was divided into three 
consecutive phases: habituation, conditioning and test. All subjects were submitted to two 
habituation sessions, having access to both compartments. They were then divided into two 
groups, COC or SAL (n=6/group), and submitted to a daily conditioning trial for 12 consecutive 
days. On odd numbered days, the COC group received cocaine (7 mg/kg, i.p.) and the SAL 
group saline (i.p.) and then given access to the conditioned compartment. On even numbered 
days, both groups received saline and were given access to the unconditioned compartment. 
On the last phase, all marmosets were again given access to both sides of the CPP box for 
two test trials, with no treatment being administered – one 24 h and the other 15 days after the 
last conditioning. Three blood samples were collected to determine SMA and SMN activity: 
one right after the last habituation (post-H2) and one before each test trial (pre-T1 and pre-
T2). Vigilance increased significantly in the COC group over the course of the conditioning 
trials, indicating a behavioral sensitization effect. This group also spent increased the time 
spent in the conditioned compartment, compared to the habituation phase, indicative of a CPP 
response. This was not seen in the SAL group. Post-conditioning SMA activity levels were 
higher in the COC group than in the SAL group, while SMN activity remained unaltered in both 
groups. Moreover, a negative correlation between pre-T1 SMN activity and the CPP respose 
on the last test trial was detected, albeit only in the COC group. Thus, those with lower SMN 
activity had a higher CPP response. The results presently observed suggest that 
sphingomyelinase may be involved in certain types of memories and cocaine addiction. 
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1.1 Aspectos gerais da dependência  
A dependência por uma substância é um estado no qual há consumo compulsivo 
dessa substância apesar das consequências negativas, como desenvolvimento de doenças, 
problemas interpessoais ou a necessidade de engajar em atividade criminosa para obter a 
droga (Hyman e cols., 2006). Substâncias que são as causas proximais desse estado podem 
ser chamadas de drogas de abuso. 
A dependência, como é vista hoje, é fruto de mudanças nas relações do ser humano 
com drogas de abuso e seu contexto histórico. O uso de drogas de abuso tem registro histórico 
extenso, sendo utilizadas basicamente: (1) em cerimônias religiosas; (2) para fins medicinais; 
e (3) como commodities básicas (Crocq, 2007). Traços de benzoilecognina, metabólito da 
cocaína, já foram encontrados no cabelo de indivíduos chilenos mumificados que viveram 
entre 1500 e 1250 antes de Cristo (Cartmell e cols., 1991). Mais recentemente, foi confirmado 
o uso de folhas de coca, ao longo de meses antes de cerimônias Incas no fim do período pré-
colombiano (Wilson e cols., 2013, 2007). Os textos da bíblia hebraica trazem mais de 130 
referências ao vinho (Sasson e Hill, 1994). Como commodities, drogas de abuso são 
extremamente populares. Dados da Organização Mundial da Saúde (OMS, 2018), mostram 
que em 2016, o consumo per capita de álcool puro (indivíduos maiores de 15 anos) no Brasil 
era de 7,8 litros. Quando esse índice de consumo leva em conta apenas a população que 
bebe – 38% da população com mais de 15 anos, o consumo per capita de álcool puro sobe 
para 19,3 litros anuais. 
 O momento que os seres humanos passaram a usar drogas é uma pergunta ainda 
difícil de ser respondida. Alguns, como o pesquisador Robert Dudley, postulam que o consumo 
de álcool seria um produto da evolução da linhagem primata (Dudley e Stephens, 2004). Ele 
parte da seguinte dedução: (1) frutas maduras apresentam mais açúcar do que frutas não-
maduras; (2) em um ambiente tropical, essas frutas ricas em açúcar começam a fermentar; 
(3) o etanol, um possível produto da fermentação facilitaria a identificação dessas frutas. 
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Assim, a hipótese do macaco bêbado, postula que primatas teriam uma preferência por álcool, 
pois este ajudaria a identificar frutas maduras em florestas tropicais (Dudley e Stephens, 
2004). Trabalhos que testaram algumas dessas premissas apresentaram resultados 
interessantes. Primatas da subordem Strepsirrhini, como o Aie-aie (Daubentonia 
madagascariensis), são capazes de discriminar néctares com diferentes quantidades de 
álcool e preferem néctares com concentrações entre 3 e 5% de álcool (Gochman e cols., 
2016). Apesar de ser pouco frequente, o consumo espontâneo de álcool também, já foi 
observado em grupos de chimpanzés (Hockings e cols., 2015). Outra hipótese é de que ao 
adaptarem-se ao modo de vida terrestre, os primatas teriam contato com frutas que caíram e 
estariam ainda mais fermentadas, levando a uma maior exposição ao álcool (Carrigan e cols., 
2014). Uma das enzimas que metaboliza o álcool no ser humano, tem maior atividade 
catalítica nos hominíneos e no Aie-aie, sugerindo um processo de adaptação (Carrigan e cols., 
2014).  Com os dados atuais é difícil saber se o consumo de álcool e outras drogas tem base 
na evolução dos primatas, mas são hipóteses que vale à pena investigar. Essas hipóteses se 
referem ao álcool, por este ser uma droga que pode ser produzida independentemente em 
todo o mundo, diferente de gêneros ou espécies de plantas encontradas em outras drogas de 
abuso que possuem habitats específicos. 
 A dependência não foi sempre encarada como uma questão de saúde pública. Durante 
séculos, drogas fizeram parte da cultura ocidental, mas o seu uso excessivo era condenado 
como transgressão moral e em várias religiões isso era considerado pecado (Nathan e cols., 
2016). Essa visão moral da dependência foi tão forte que mesmo nos dois primeiros Manuais 
Diagnósticos e Estatísticos de Transtornos Mentais (DSM), a dependência foi classificada 
como transtorno de personalidade juntamente com comportamentos considerados impróprios 
à época, como desvios sexuais (e.g. homossexualidade; APA, 1952, 1968). Segundo o DSM-
I eram colocados nesta categoria “indivíduos que estavam doentes primariamente nos termos 
da sociedade e em inconformidade com o meio cultural prevalente” (tradução livre, p51 APA, 
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1952). Ao longo das versões do DSM, a visão e interpretação da dependência transitou de 
‘comportamento imoral’ para ‘doença do cérebro’ (Nathan e cols., 2016).  
 Atualmente o DSM-5, versão mais atual do manual diagnóstico, diz que o transtorno 
por uso de substâncias é uma doença que apresenta um conjunto de sintomas cognitivos, 
comportamentais e fisiológicos na qual o indivíduo continua com o uso da substância apesar 
dos problemas ocasionados por este (APA, 2013). Existe uma nomenclatura extensa para se 
referir a dependência e debates ainda mais extensos de qual usar. Aqui os termos 
‘dependência’ e ‘transtorno do uso de substâncias’ serão utilizados de modo intercambiável. 
Nesse contexto, a dependência pode ser definida como uma doença crônica reincidente, 
caracterizada pela procura da droga, consumo compulsivo, perda de controle do uso e o 
aparecimento de estados emocionais negativos associados à retirada da droga (Koob e 
Volkow, 2016). Os dados mais recentes do Escritório das Nações Unidas sobre Drogas e 
Crime (UNODC) estimam que 31 milhões de pessoas em todo o mundo sofram com algum 
transtorno do uso de substâncias (ONU, 2018).  
 A explicação atual das bases neurobiológicas da dependência, surgiu ao final do 
século XX, quando Koob e le Moal (1997) apresentaram um modelo teórico cíclico, composto 
por três fases: 1) Compulsão/ Intoxicação; 2) Retirada da droga/ Estados emocionais 
negativos; 3) Preocupação/ Antecipação pela droga. Esse modelo nasceu da junção dos 
aspectos impulsivos e compulsivos da dependência que são associados respectivamente a 
reforços positivos e negativos (Koob e Volkow, 2010). Transtornos de impulsividade são 
caracterizados pela dificuldade em resistir a impulsos e quando os impulsos são realizados 
são normalmente acompanhados de sensações prazerosas (Berlin e Hollander, 2014).  Por 
outro lado, transtornos compulsivos estão relacionados a pensamentos repetitivos e 
intrusivos, sendo realizados para aliviar a tensão (Berlin e Hollander, 2014). Assim, a 
impulsividade domina fases iniciais da dependência e a compulsão juntamente com a 
impulsividade atuam nas fases finais (Koob e Volkow, 2010).  Historicamente este é um 
modelo importante, por ter sumarizado diversos pontos passíveis de intervenção terapêutica 
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e fornecido subsídio para estudos desses padrões em animais (Koob e Moal, 1997). Essas 
três grandes fases são importantes para entender as mudanças neurobiológicas envolvidas 
na transição entre o uso ocasional e a dependência (Koob, 2006). Apenas parte da população 
que usa drogas vai chegar a um estado patológico (Volkow e cols., 2016).  
É na fase de compulsão e intoxicação que o indivíduo tem o primeiro contato com a 
droga e gera uma sensação de prazer. A via da recompensa, que por muito tempo foi sinônimo 
da via dopaminérgica mesocorticolímbica, agora foi expandida para um circuito maior que 
inclui a via dopaminérgica nigroestriatal, vários outros neurotransmissores e 
neuromoduladores (Koob e Volkow, 2016). Drogas de abuso são capazes de ativar regiões 
de recompensa no cérebro ao elevar a liberação fásica de dopamina (DA; revisado em Wise, 
2008). Essa liberação foi por muito tempo associada como correspondente direta de respostas 
do sistema de prazer/hedônico.  
Atualmente, sabe-se que liberação fásica de DA atua na predição de recompensas 
(Schultz e cols., 1997). Inicialmente, a liberação de DA acontece logo após a recompensa 
(Schultz e cols., 1997). Após um aprendizado, a liberação de DA não ocorre mais após a 
recompensa, mas depois de um estímulo preditivo. Nesse caso, na próxima vez que o 
estímulo preditivo aparecer há uma predição de recompensa, há um aumento fásico após o 
estímulo e uma segunda ativação dopaminérgica após a recompensa que depende da 
predição. Se o estímulo é melhor do que o previsto, há um aumento de DA também após a 
recompensa, se for igual o previsto, nada acontece e se for pior, há uma redução na 
transmissão dopaminérgica (Schultz, 2016).  
Um estímulo ambiental, ciclo social ou estados emocionais que são associados 
repetidamente com o uso da droga se tornam estímulos condicionados preditivos da 
recompensa. Esses estímulos passam a estimular liberações fásicas de DA, que por sua vez 
impulsionam a fissura pelo uso da droga e a períodos de compulsão (Phillips e cols., 2003; 
Volkow e cols., 2016). A apresentação contínua desses estímulos condicionados inicia uma 
mudança neuroanatômica e comportamental, na qual o uso da droga passa do controle 
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cognitivo (estriado ventromedial) para o habitual (estriado dorsolateral, DLS; Willuhn e cols, 
2012).  
A transmissão dopaminérgica media não o ‘gostar’ por uma droga, mas sim o ‘querer’ 
(Berridge e Robinson, 2016). Exposições repetidas à drogas de abuso levam a uma 
hiperresponsividade (sensitização) da via dopaminérgica mesocorticolímbica em relação a 
droga ou a estímulos associados a ela (Vanderschuren e Pierce, 2010). A motivação mediada 
pela via mesocorticolímbica é mais associada a motivação ligada a estímulos preditivos do 
que à motivação de comportamentos controlados cognitivamente (Berridge e Robinson, 
2016). Assim, uma pessoa dependente por uma droga não ‘gosta’ mais da droga em 
detrimento de outras recompensas, mas ‘quer’ e possui mais motivação em buscar a droga.  
Quando há a interrupção do uso da droga inicia-se a fase de retirada e estados 
emocionais negativos associados (e.g. disforia, estresse, redução na motivação por 
recompensas naturais). Nesta fase, há uma elevação no limiar para recompensa que reduz a 
sensibilidade a estímulos naturais prazerosos (Koob e Volkow, 2016). Essa modificação é 
causada por alterações ‘within-system’, respostas adaptativas que contrapõem o efeito da 
droga, como reduções na transmissão dopaminérgica durante a abstinência (Koob e Volkow, 
2010). Outras alterações igualmente importantes são as ‘between-system’ que envolvem 
hiperestimulação de sistemas que regulam estresse como o eixo hipotálamo-pituitária-
adrenal, e a redução da atividade de sistemas que regulam a resposta ao estresse (anti-
estresse), como o endocanabinóide (Koob e Volkow, 2016). Assim, o aumento do limiar de 
recompensa, resultante dessas neuroadaptações leva ao uso da droga não pelo prazer 
hedônico associado a ela, mas pelo alivio da disforia causada por essas alterações (Volkow 
e cols., 2016). 
 As adaptações do sistema de recompensa, estresse e anti-estresse vistas na fase de 
abstinência também estão em ação na última fase do ciclo, a fase de preocupação e 
antecipação. Essa fase é considerada chave para a recaída em humanos (Koob e Volkow, 
2016). Essa recaída pode ser promovida por dois grandes fatores: (1) estímulos associados 
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à droga (inclusive a droga propriamente dita); ou (2) estressores e estados emocionais 
negativos (Koob e Volkow, 2010). Essa recaída se dá por alterações na sinalização 
dopaminérgica e glutamatérgica do córtex pré-frontal (CPF) que reduzem a capacidade do 
indivíduo de resistir a impulsos de usar a droga (Volkow e cols., 2016). Prejuízos no controle 
inibitório, memória e atenção associados a atividade irregular do CPF estão associados a 
piora no prognóstico de pacientes em tratamento (Sofuoglu e cols., 2013). Assim, é possível 
que drogas de abuso levem a dependência pelo fortalecimento da formação de hábito no DLS, 
mas também pela redução do controle cognitivo no CPF (Goodman e Packard, 2016). 
 Uma boa ferramenta para o estudo da dependência é o teste de preferência 
condicionada por lugar (CPP, sigla para conditioned place preference; Tzschentke, 2007). De 
modo simplificado, no protocolo de CPP, o sujeito é exposto a uma droga, alimento ou parceiro 
sexual em um contexto e em outro ambiente similar pode ter acesso a uma droga, alimento e 
parceiro controles (dependendo do protocolo usado). Após um número de pareamentos, os 
sujeitos têm a possibilidade de escolher entre os dois ambientes/contextos. O tempo que o 
animal passa em cada contexto é mensurado e a partir daí existem três possibilidades: se o 
animal passa mais tempo no contexto pareado ao estímulo de interesse há uma resposta de 
CPP; se o animal passa menos tempo no contexto do estímulo de interesse, há uma resposta 
de aversão condicionada por lugar (CPA); se não há diferença entre o tempo que o animal 
passa nos dois contextos, não há efeito aversivo ou hedônico. Assim, a associação que ocorre 
no teste de CPP é similar ao condicionamento pavloviano clássico (Sanchis-Segura e 
Spanagel, 2006). 
  O teste de CPP apresenta diversas vantagens como: ser sensível a baixas doses de 
fármacos; não necessitar treinamentos longos com o animal; medir tanto recompensa quanto 
aversão; poder testar o animal em um contexto sem drogas e não requerer procedimentos 
cirúrgicos (Bardo e Bevins, 2000). Outra vantagem importante desse teste é a possibilidade 
de acessar concomitantemente a resposta de CPP e a sensitização comportamental (Bardo 
e Bevins, 2000). Apesar disso, o teste de CPP não é um teste de dependência per se, mas 
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sim um teste que avalia as propriedades recompensadoras da droga (Sanchis-Segura e 
Spanagel, 2006). 
A sensitização é o aumento de uma resposta a um mesmo estímulo, após repetidas 
exposições a esse estímulo, sendo que a sensitização comportamental é comumente 
estudada com respostas motoras. Testes de sensitização comportamental  são utilizados a 
décadas como uma maneira de mensurar empiricamente se houve um aumento na resposta 
a um estímulo após repetidas exposições (Vanderschuren e Pierce, 2010). Testes de 
sensitização podem ser divididos em duas fases: iniciação, na qual a administrações repetidas 
da droga e alterações em circuitos neurais; e expressão, teste da sensitização e persistência 
dessas alterações neurais (Steketee e Kalivas, 2011). Na fase de expressão, a administração 
da mesma dose estudada leva a aumento na resposta (fisiológica ou comportamental), ou 
uma dose menor (prime dose) leva à mesma resposta que doses maiores utilizadas 
anteriormente. 
A sensitização foi mais estudada na atividade locomotora de roedores (Sanchis-
Segura e Spanagel, 2006), mas já foi avaliada em primatas com outros comportamentos 
(Bradberry, 2007). Apesar do processo de sensitização ser uma aprendizagem não-
associativa, o contexto onde a sensitização foi induzida é importante para sua expressão 
(Robinson e Berridge, 2003). O desejo e a motivação para procurar a droga pela droga 
passam pelo mesmo processo de sensitização visto na sensitização comportamental 
(Berridge e Robinson, 2016). Devido à dificuldade de testar essa sensitização do ‘querer’, são 
estudadas as alterações neuroquímicas, fisiológicas e comportamentais vistas em animais 
que passaram por sensitização comportamental (Sanchis-Segura e Spanagel, 2006). 
Apesar de serem testes bastante utilizados, poucos estudos analisaram a preferência 
condicionada por lugar e a sensitização comportamental ao mesmo tempo em um único 
indivíduo (Borges e cols., 2015; Seymour e Wagner, 2008). E esse protocolo simultâneo já foi 
realizado com micos-estrela e possui vantagens interessantes quando se trabalha com 




1.2 Dependência por cocaína 
A cocaína é uma substância endógena das folhas da planta Erythroxylum coca. Essa 
planta possui distribuição na América do Sul, México e Caribe (Goldstein e cols., 2009). Por 
séculos, a única forma de utilizar a cocaína era mascando folhas de coca e devido à diferença 
farmacocinética da absorção oral, poucos eram os relatos de toxicidade (Karch, 1999). Os 
problemas de saúde pública relacionados à cocaína começaram a aumentar com a extração 
desse alcaloide na segunda metade do século 19 (Grzybowski, 2008). Essa inovação levou a 
produção de formas de cocaína que tem maior potencial de causar dependência. Alterando a 
farmacocinética da cocaína é possível aumentar ou reduzir seu potencial de causar 
dependência (Allain e cols., 2015). No formato de sal, o hidrocloreto de cocaína é altamente 
hidrossolúvel e pode ser diluído e injetado, o que permite uma concentração máxima mais 
rápida do que administração oral (Coe e cols., 2018). Formas alcalinas da cocaína como o 
crack podem ser fumadas  e também permitem absorção mais rápida que a via oral (Goldstein 
e cols., 2009).  
A cocaína atua como bloqueador de canais de sódio voltagem-dependente, e por isso 
foi inicialmente utilizada na prática medica como anestésico local (Goldstein e cols., 2009). A 
cocaína é classificada como estimulante simpatomimético, com uma meia vida de 1-2,5 h 
(Van Dyke e cols., 1976). O efeito psicoestimulante é atribuído principalmente a inibição dos 
transportadores de dopamina (DAT), mas também de serotonina e noradrenalina (NAT e 
SERT, respectivamente; Luessen e Chen, 2016). Assim, a cocaína aumenta o tempo de 
permanência desses neurotransmissores na fenda sináptica. Os efeitos agudos incluem 
euforia, aumento de confiança, aumento no estado de vigilância, agressividade, desorientação 
e alucinação e são atribuídos primariamente à transmissão dopaminérgica (Wood e cols., 
2013). Alucinações são mais comuns utilizando doses altas ou quando fumado na forma de 
crack. Efeitos cardiovasculares também são conhecidos, como arritmias e vasoconstrição e 
no uso crônico estão associados à hipertensão, acidentes vasculares encefálicos e isquemia 
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cardíaca (Goldstein e cols., 2009). Pacientes dependentes por cocaína apresentam taxas 
padronizadas de mortalidade de 4 a 8 vezes maiores do que a população com idade 
correspondente (Degenhardt e cols., 2011). 
A dependência por cocaína é ainda um problema de saúde global sem tratamentos 
aprovados pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) no Brasil ou pela Food and 
Drug Administration (FDA) nos Estados Unidos. Segundo relatório do UNODC, 18,2 milhões 
de pessoas usaram cocaína em 2016 (ONU, 2018). De acordo com dados do 2º Levantamento 
Nacional de Álcool e Drogas, o consumo e a dependência por cocaína foram prevalentes em 
2,2% e 0,6% da população brasileira, respectivamente (Abdalla e cols., 2014). Também em 
2016 a produção global de cocaína chegou ao seu maior nível, estimado em 1,410 toneladas 
(ONU, 2018). O aumento na produção e apreensão de drogas implica num possível aumento 
no consumo de cocaína (ONU, 2018). 
 
1.3 Esfingolipídeos, lipídeos estruturais e mensageiros 
A influência de receptores de membrana na dependência é bem estudada e tem 
recebido bastante atenção. Apesar da necessidade de se investir em novos alvos 
terapêuticos, as propostas terapêuticas recentes (Bogenschutz e Johnson, 2016; Brady e 
cols., 2011; Sofuoglu e cols., 2013) permanecem focando, em sua maioria, alvos proteicos. 
Por outro lado, o estudo de alvos não-proteicos no estudo da farmacodependência ainda não 
recebeu atenção da comunidade científica. Um alvo ainda não explorado nas terapias para a 
dependência são os esfingolipídeos. Já se sabe que essas moléculas devem exercer um 
papel chave em diversas doenças (câncer: Furuya e cols., 2011; aterosclerose: Hornemann e 
Worgall, 2013), inclusive neuropatologias (Alzheimer: van Echten-Deckert e Alam, 2018; 
esclerose múltipla: Halmer e cols., 2014). 
Os lipídeos são definidos como moléculas pequenas hidrofóbicas ou anfipáticas que 
podem ser classificadas em 8 grandes classes: ácidos graxos, glicerolipídeos, 
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glicerofosfolipídeos, esfingolipídeos, esteróis, prenóis, sacarolipídeos e policetídeos (Fahy e 
cols., 2009). Os esfingolipídeos juntos de fosfolipídeos e colesteróis compõem a maior parte 
dos lipídeos em sinaptossomos (Breckenridge e cols., 1972). Os esfingolipídeos são uma 
classe de lipídeos definidos por uma estrutura aminoálcool de 18 carbonos (Gault e cols., 
2010). Alterações nesta estrutura básica levam à formação dos mais de 600 esfingolipídeos, 
hoje conhecidos. Esfingolipídeos já foram considerados apenas componentes estruturais das 
membranas celulares, no entanto, a pouco mais de 30 anos, começou-se a registrar funções 
reguladoras dessas moléculas (Canals e cols., 2011). Desde então, tem sido visto que 
esfingolipídeos simples, como por exemplo, a ceramida, a esfingosina e a esfingosina 1-
fosfato (S1P), são moléculas que exercem uma importante função regulatória no crescimento, 
morte celular, senescência, adesão, migração, inflamação, angiogênese e trânsito intracelular 
(Hannun e Obeid, 2008). Um desequilíbrio nas concentrações normais dessas moléculas tem 
grande relevância clínica, como na doença de Alzheimer, onde a ceramida atua com efeitos 
proapoptóticos e a S1P com anti-apoptóticos (Chakrabarti e cols., 2016). 
Os esfingolipídeos simples são precursores e produtos da quebra de esfingolipídeos 
mais complexos (Gault e cols., 2010). A ceramida é a molécula central na síntese dos 
esfingolipídeos (Figura 1), servindo de substrato para formação de vários esfingolipídeos 
complexos e podendo ser sintetizada por diferentes vias (revisado em Lahiri e Futerman, 
2007). Além disso, a interconversão da ceramida e da S1P, por meio de diversas enzimas, 
oferece uma complexa regulação celular e assim como novos potenciais alvos para 
estratégias terapêuticas para doenças que afetam essas moléculas (Canals e cols., 2011). A 
principal via de formação da ceramida é por meio da hidrólise da esfingomielina de membrana 




Figura 1. Representação da via esfingolipídica. A via esfingolipídica tem como molécula chave a 
ceramida. Os esfingolipídeos podem ser formados a partir da condensação do palmitoil-CoA com a 
serina, via Serina palmitoil transferase. A ceramida pode ser formada pela desaturação da 
dihidroceramida na via de síntese. A ceramida também pode ser formada pela ceramida sintase, 
evitando a terminação da via de degradação catalisada pela A ceramida também pode ser formada 
pela ceramida sintase, evitando a terminação da via de degradação catalisada pela esfingosina-1-
fosfato liase. A ceramida é formada também por esfingomielinases, ceramida-1-fosfato fosfatase e 
glucosilceramidase. (Modificado de Kalinichenko e cols., 2018).  
 
A esfingomielinase ácida (SMA), por sua vez, é uma das enzimas que catalisa a quebra 
de esfingomielina em fosforicolina e ceramida, sendo chamada assim por ter uma atividade 
ótima em pH ácido. Foi a primeira enzima dessa classe a ser clonada e purificada, possuindo 
duas formas, uma endolisossomal (dependente de Zinco²+) e uma secretória (independente 
de Zinco²+; revisado em Schuchman, 2010). A SMA é ativada por vários estímulos, dentre: a 
ativação de receptores para morte celular, radiação, agentes quimioterápicos, vírus, bactérias, 
parasitas, citosinas e estresse oxidativo (Zeidan e Hannun, 2010). Já foram descritas várias 
formas de ativação da SMA, como a oxidação (Kobayashi e cols., 2016), a clivagem 
proteolítica da pro-SMA (Edelmann e cols., 2011), a fosforilação do resíduo de Serina508 
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(Zeidan e Hannun, 2007), a retirada da cisteína terminal, ou a deleção/modificação da cisteína 
para serina (Qiu e cols., 2003). No entanto, sempre que ativada, a SMA é translocada da 
membrana lisossomal para o folheto externo da membrana celular onde catalisa a quebra da 
esfingomielina em ceramida (Grassmé e cols., 2001).  
As esfingomielinases neutras (SMN) compreendem uma família de 4 proteínas, SMN1, 
SMN2, SMN3 e uma SMN mitocondrial, a Ma-SMN (Clarke, 2018). Todas essas proteínas são 
dependentes de magnésio e tem funcionamento ótimo em pH neutro (Adada,e cols., 2016). A 
SMN1, primeira a ser clonada, apresenta expressão ubíqua nos tecidos mamíferos (Tomiuk, 
e cols., 1998), mas não tem atividade de esfingomielinase ou catalisa de alguma maneira a 
quebra de esfingomielinas (Sawai e cols., 1999). A SMN2 foi a segunda a ser clonada, 
apresenta atividade de esfingomielinase e é expressa majoritariamente no tecido nervoso e 
em menor intensidade no timo (Hofmann e cols., 2000). As SMN são ativadas por estímulos 
estressores, mas apenas a SMN2 é ativada por TNF-α (Clarke e cols., 2011). A SMN3, foi 
encontrada por meio de análise bioinformática, mas não apresenta atividade catalítica como  
esfingomielinase (Clarke e cols., 2011). Devido a sua recente descoberta, pouco se sabe 
sobre a atividade catalítica da SMN mitocondrial (Rajagopalan e cols., 2015). Normalmente, 
ao se tratar de atividade SMN subentende-se a enzima SMN2 e majoritariamente sua 
atividade enzimática no tecido nervoso (Adada e cols., 2016).  
Ambas SMA e SMN vão catalisar a formação de ceramidas. A ceramida, por sua vez, 
possui propriedades biofísicas que permitem sua auto agregação, formando microdomínios 
de membrana que levam ao agrupamento de proteínas de membrana (Kolesnick e cols., 
2000). Dentre essas proteínas se destacam diversos tipos de receptores, de modo que os 
microdomínios alteram a disposição espacial destes componentes de membrana, levando a 
um aumento da densidade de receptores e outras proteínas sinalizadoras, o que permite uma 
sinalização intracelular mais efetiva (Gulbins e Li, 2005). Assim, esses domínios de membrana 
não fazem parte da cascata de sinalização per se, mas sim facilitam e amplificam o sinal 
transmitido por um receptor (revisado em Mencarelli e Martinez–Martinez, 2013). 
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A via esfingolipídica ainda é pouco explorada no que diz respeito ao efeito de drogas 
de abuso, sendo o álcool uma das mais estudadas. Em 2010, um trabalho de Reichel e 
colaboradores (2010) mostrou que a atividade da SMA era maior em pacientes intoxicados 
com álcool do que em pacientes no início da abstinência. Ao longo de um período de 
abstinência o nível de atividade da SMA de pacientes dependentes por álcool vai diminuindo, 
mas permaneceu maior do que em indivíduos controle (Reichel e cols., 2011). Esses 
resultados foram recentemente replicados com um número amostral maior (n=200 pacientes 
dependentes (Mühle e cols., 2018). Ainda, a atividade da SMA foi correlacionada 
negativamente com o número de leucócitos e positivamente com biomarcadores para uso de 
álcool (Mühle e cols., 2018). 
Em modelos animais, a importância da esfingomielinase ácida em modelos de uso de 
álcool foi estudada com camundongos transgênicos hiper-expressando a SMA (tgSMA). 
Animais tgSMA possuem maior preferência por álcool, maior facilidade em expressar uma 
resposta de CPP e apresentar hiperlocomoção induzida por álcool (Müller e cols., 2017). A 
SMA modula as repostas monoaminérgicas a álcool e alimento, já que animais tgSMA 
apresentam maiores níveis de DA extracelular após exposição ao álcool, mas não alimento 
(Kalinichenko e cols., 2019). A resposta noradrenérgica também é alterada em resposta ao 
álcool e a serotoninérgica em resposta a alimentos (Kalinichenko e cols., 2019). Por ser uma 
área de estudo relativamente recente, não é possível identificar se esses efeitos são 
exclusivos do para o transtorno por uso álcool ou se são generalizáveis para outras drogas.  
Estudos com a SMN são menos abundantes. Mas a SMN também parece modular a 
neurotransmissão por diversas vias. A SMN, mas não a SMA, é importante para o tráfico do 
transportador de dopamina (DAT) para a superfície da célula, regulando a receptação (Won e 
cols., 2018). Este efeito é dependente do tamanho da ceramida, pois ceramidas com caudas 
de carbono curtas (i.e. C2, C4) não são substrato para a ceramida quinase (Wijesinghe e cols., 
2005) e o produto ceramida-1-fosfato também é importante para o tráfico da DAT (Won e cols., 
2018). Existe também um papel do tipo celular, já que em células PC12 a ceramida C2 não 
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altera a recaptação de DA, mas em ratos essa mesma ceramida leva a redução da receptação 
(Riddle e cols., 2003). O mecanismo pelo qual a C2 poderia levar a essa redução na 
recaptação de DA não é conhecido.  
Esse papel do SMN no DAT também pode explicar o efeito de alguns outros lipídeos 
no condicionamento por cocaína, como o GM1. GM1 é um gangliosídeo, glicoesfingolipídeos 
com um ácido siálico, bastante estudado por ter propriedades neurogênicas e 
dendritogênicas. Em 2010, um trabalho mostrou que o GM1 foi capaz de facilitar o CPP por 
cocaína em ratos Wistar machos, sem alterar propriedades cinéticas da droga (Valdomero e 
cols., 2010). Anos depois, o mesmo grupo mostrou que o possível mecanismo seria pela 
indução de fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF;73). Recentemente, foi visto que o 
GM1 modula a SMN, mas não a SMA, pois anticorpos anti-GM1 levam a redução da atividade 
e da quantidade de SMN2 em células PC12 (Ueda e cols., 2018). Assim, é possível que o 
GM1 facilite o CPP por cocaína por meio da ativação da SMN2. 
 Mais recentemente, foi visto que a cocaína altera as concentrações do lipidoma do 
cérebro de roedores (Lin e cols., 2017). Essas alterações no lipidoma são diferentes mesmo 
entre protocolos de CPP ou sensitização (Lin e cols., 2017). A sensitização locomotora 
induzida por metanfetamina também foi capaz de alterar diversos lipídeos em regiões 
específicas do cérebro (Jiang e cols., 2017). Portanto, é importante ressaltar que, 
independente da droga de abuso que o indivíduo foi exposto e em que período da vida, estas 
podem alterar constituintes lipídicos da membrana, e por sua vez exercem um efeito 
prejudicial ao sistema nervoso. 
 
1.4 Calitriquídeos, modelos para biociências  
A família Callitrichidae designa primatas pequenos, arbóreos, diurnos, com hábito 
alimentar insetívoro/frugívoro/gomivoro que habitam a América Central e América do Sul 
(Rylands e cols., 2009). O gênero Callithrix pertence à família Callitrichidae e compreende 
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primatas de pequeno porte (250-600 g) que apresentam gestações gemelares (Stevenson e 
Rylands, 1988). Em cativeiro é comum nascerem trigêmeos. Como um tempo de gestação de 
143-144 dias e intervalo entre gestações de 162 dias, calitriquídeos apresentam alta taxa 
reprodutiva dentre primatas (Tardif e cols., 2003). Além disso possuem um ciclo de vida curto, 
em cativeiro vivem em média de 5-7 anos, mas podem chegar até 15 (Tardif e cols., 2011). 
Atingem a idade adulta em apenas 15 meses e são considerados idosos após os 6-7 anos de 
idade (Castro-Leão e cols., 2009; Tardif e cols., 2011).  
O uso de Callithrix sp. tem ganhado bastante atenção na pesquisa biomédica devido 
ao seu conjunto de características únicas. Possuem uma vantagem translacional em relação 
a roedores devido às semelhanças que compartilham com humanos na fisiologia, 
neuroanatomia, reprodução cognição, desenvolvimento e comportamento social (Phillips e 
cols., 2014). São capazes de executar a tarefas complexas, como avaliar e responder a 
reciprocidade em indivíduos da mesma (Yasue e cols., 2018) ou de outras espécies, como 
humanos (Kawai e cols., 2014). Assim como em humanos, o envelhecimento de calitriquídeos 
leva a neuroalterações, como declínios na neurogênese, deposição de placas β-amilóides e 
perda de audição (Tardif e cols., 2011). E recentemente foi demonstrado que o aprendizado 
vocal depende de reforço social igual ao aprendizado vocal humano (Takahashi e cols., 2017) 
Este gênero é um modelo animal em crescimento na neurociência por possuir 
vantagens em relação a outros primatas não-humanos (PNH), como tamanho reduzido, alta 
fertilidade e rápida maturidade sexual (Burkart e Finkenwirth, 2015), mas conservando 
consigo um padrão cerebral (número de neurônios x massa cerebral) partilhado apenas entre 
primatas (Herculano-Houzel, 2009). Além do que, o sequenciamento do genoma do Callithrix 
jacchus (Worley e cols., 2014) e o desenvolvimento de animais geneticamente modificados 
(revisado em Sasaki, 2015) aumenta a quantidade de ferramentas disponíveis para trabalhar 
com esse grupo.  
Para o estudo da dependência, primatas são interessantes por apresentarem vários 
dos efeitos comportamentais (p.ex.: excitação, agressividade, sedação, descoordenação 
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motora) similares aos vistos em humanos e mais fáceis de serem percebidos do que em 
roedores (Porsolt, 2013). Calitriquídeos e outros primatas possuem enzimas citocromo P450 
com alta homologia em relação às citocromos humanas, indicando alta semelhança no perfil 
de metabolismo de drogas (Uno e cols., 2016). Ademais, possuem um perfil de proteínas da 
barreira hematoencefálica mais próximo do visto em humanos e diferente de roedores (Hoshi 
e cols., 2013). PNH apresentam também diferenças na distribuição e densidade dos sistemas 
dopaminérgico, serotoninérgico e noradrenérgico (Weerts e cols., 2007). 
O mico-estrela (Callithrix penicillata) é uma espécie endêmica do Cerrado (Bicca-
Marques e cols., 2018), sendo adaptado às condições de clima e altitude da região. Micos-
estrela podem ser utilizados em estudos de ansiedade, memória e comportamento alimentar 
(Barros e Tomaz, 2002; Duarte e cols., 2014; Melamed e cols., 2017). Respostas fisiológicas 
e comportamentais induzidas por estimulantes já foram registrados nessa espécie em 
particular (dietilpropiona: Mello e cols., 2005; metilfenidato: Kashefi e cols., 2019; cocaína: De 
Souza Silva e cols., 2006). Micos-estrela também já foram utilizados em testes de 
hipersensitização e CPP induzidos por cocaína usando várias doses e protocolos (Barros e 
cols., 2013; Borges e cols., 2015; Cagni e cols., 2012; Cagni e cols., 2014; Melamed e cols., 
2013). Além disso, já foram utilizados para avaliar os efeitos da cocaína em tarefas não 
relacionadas à recompensa, como testes de reconhecimento (Melamed e cols., 2017). 
Com base no descrito acima, calitriquídeos como a espécie Callitrhix penicillata, 
podem ser um bom modelo para o estudo de mecanismos fisiológicos que subsidiam a 






2. Relevância e originalidade 
A dependência por cocaína é um problema de saúde global. Em 2016 a produção 
global de cocaína chegou ao seu maior nível, estimado em 1,410 toneladas (ONU, 2018). 
Esse aumento na produção e apreensão de drogas implica num possível aumento no 
consumo de cocaína. De fato, entre 2013 e 2016, as mortes relacionadas ao uso de cocaína 
mais do que duplicaram nos Estados Unidos (ONU, 2018). As taxas padronizadas de 
mortalidade de dependentes por cocaína são de quatro a oito vezes maiores do que a 
esperada para idade e sexo (Degenhardt e cols., 2011). Um tratamento para a dependência 
por cocaína é extremamente necessário.  
Os esfingolipídeos se apresentam como potenciais alvos para o tratamento de 
diversas doenças (Furuya e cols., 2011; Hornemann e Worgall, 2013; van Echten-Deckert e 
Alam, 2018; Halmer e cols., 2014). Alterações nos níveis de lipídeos cerebrais de roedores 
também foram encontradas com cocaína e anfetamina (Jiang e cols., 2017; Lin e cols., 2017). 
Alterações na atividade periférica da SMA foram vistas com o uso de álcool (Mühle e cols., 
2018; Reichel e cols., 2011). Assim é possível que a atividade dessas enzimas possa ser um 
marcador periférico do uso de drogas. No entanto, nenhum estudo avaliou os efeitos da 
cocaína na via esfingolipídica de PNH. Espécies como Callitrhix penicillata, podem ser um 
bom modelo para o estudo de mecanismos fisiológicos que subsidiam a dependência por 
facilitarem a generalização dos resultados para humanos (Weerts e cols., 2007). Ainda, nessa 
espécie é possível avaliar simultaneamente a hipervigilância e a preferência condicionada por 
lugar induzidos pela cocaína (Borges e cols., 2015). Ambos esses comportamentos são 
marcadores do uso prolongado de drogas de abuso (Berridge e Robinson, 2016; Tzschentke, 
2007). 
Os resultados provenientes de estudos com PNH são importantes para melhorar a 
generalização de resultados para a espécie humana e o desenvolvimento de tratamentos para 







3.1 Objetivo Geral  
 O presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade periférica das enzimas 
esfingomielinase ácida (SMA) e neutra (SMN) em micos-estrela (Callithrix penicillata) antes e 
após a indução de alterações comportamentais (hipervigilância e preferência-condicionada-
por-lugar - CPP) causadas pela exposição repetida à cocaína. 
3.2 Objetivos específicos 
a) Determinar a atividade das enzimas esfingomielinase ácida e neutra, no sangue de 
PNH, antes e após a administração de cocaína; 
b) Verificar a persistência, se houver, de alterações na atividade enzimática periférica 15 
dias após o fim da fase de condicionamento à cocaína; 
c) Determinar se os níveis basais de atividade enzimática das enzimas esfingomielinase 
ácida e neutra preveem as alterações comportamentais vistas na resposta de CPP e 
hipervigilância; 
d)  Determinar se há correlação entre a atividade enzimática após a fase de 






4. Material e Métodos  
4.1 Aspectos éticos 
 Todos os procedimentos descritos foram aprovados pela Comissão de Ética no Uso 
Animal (CEUA) da Universidade de Brasília (no. 66744/2016; Anexo 1). Os experimentos 
estão de acordo com a legislação brasileira quanto ao uso científico de animais (Lei Arouca 
11.794/2008), assim como estão de acordo com as diretrizes de manejo e uso de primatas 
não-humanos em cativeiro do Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal 
(Pissinatti e cols., 2016). O estudo foi realizado com animais do Centro de Primatologia da 
UnB (CPUnB), credenciado como criadouro de primatas não-humanos para fins científicos 
pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renováveis (IBAMA; 
registro nº 1/53/1999/000006-2). Todos os animais foram acompanhados por um médico 
veterinário durante e após a realização deste estudo.  
 
4.2 Sujeitos e condições de alojamento  
 Para os procedimentos experimentais foram utilizados 12 micos-estrela (Callithrix 
penicillata; Figura 2) adultos (>18 meses), seis machos e seis fêmeas, pesando 340±22 g 
(média ± desvio padrão; amplitude de 305-369 g). Apesar do ciclo estral das fêmeas não ter 
sido controlado, nenhuma esteve prenha ou teve prole no período do estudo. Os animais 
fazem parte do plantel do CPUnB e foram alojados em uma colônia com apenas membros da 
mesma espécie Callithrix penicillata. O pavilhão onde os animais foram alojados é composto 
por dois corredores paralelos, separados por um corredor central de segurança (Figura 3). O 
Os sujeitos foram alojados em viveiros (2 m de altura x 2 m de largura x 1 m de comprimento), 
sendo uma das paredes dos viveiros constituída de tela metálica, duas paredes de cimento e 
a outra parede contendo a porta, também de tela metálica. Essa tela permite contato com 
condições naturais de luz, temperatura e umidade (Figura 3). Os animais foram mantidos em 
pares ou grupos familiares de 3-4 indivíduos. 
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Os animais recebem alimento fresco às 07:00 h e as sobras são retiradas às 17:00 h. 
Essa alimentação fresca consistiu em frutas e verduras cortadas, ovos e carne cozidos, 
oleaginosas e invertebrados (larvas de tenébrios). Alimentação seca específica para primatas 
de cativeiro (ração para pequenos primatas onívoros – P25; MEGAZOO, Betim-MG, Brasil) e 
água estavam disponíveis ad libitum.  
 
Figura 2. Indivíduos da espécie Callithrix penicillata (mico-estrela) mantidos em cativeiro no Centro de 
Primatologia da Universidade de Brasília (Foto: Fernando Magela, 2019). 
 
Figura 3. Pavilhão do plantel de Calitriquídeos do Centro de Primatologia da Universidade de Brasília. 
(A) Vista interna, a partir do corredor central de segurança; (B) Vista de um viveiro a partir do corredor 
central do Pavilhão (Fotos: Fernando Magela, 2019). 
35 
 
4.3 Aparato experimental  
 O aparato utilizado foi uma caixa de CPP, que consistiu em uma arena retangular (120 
cm de largura x 60 cm de comprimento x 35 cm de altura) suspensa a 1 metro do chão (Figura 
4). Essa arena possuía dois compartimentos de tamanho idêntico (60cm de largura x 60cm 
de comprimento x 35cm de altura). O piso e três paredes dos compartimentos foram feitos de 
chapa de alumínio, o teto e uma das paredes foi feito de vidro transparente com 4 mm de 
espessura. A parede e o teto de vidro permitiam a observação dos comportamentos do animal. 
Os compartimentos eram separados por uma parede retrátil de alumínio que poderia ser 
retraída (20 cm) para possibilitar a passagem do sujeito. Com exceção das partes feitas de 
vidro, cada compartimento tinha estímulos táteis e visuais distintos. Um dos compartimentos 
foi pintado de branco e possuía a superfície lisa. O outro possuía listras diagonais em preto e 
branco e uma superfície em relevo (ondulado). Cada compartimento dispunha de uma porta 
de entrada/saída independente (25 cm de comprimento x 35 cm de altura) localizada na 
parede de alumínio oposta à parede de vidro. 
O aparato possuía uma antecâmara (hall de entrada; 15 cm comprimento x 10 cm de 
largura x 35 cm de altura) que ficava permanentemente acoplada em frente às portas de 
entrada/saída dos compartimentos. Esse hall possuía uma porta do tipo-guilhotina onde se 
acoplava uma caixa-transporte (35 cm de altura x 20 cm de largura x 23 cm de comprimento). 
Essa caixa-transporte foi confeccionada em alumínio. Essa caixa permitiu o transporte dos 
indivíduos dos viveiros de moradia até a sala de experimento no CPUnB. A caixa também 




Figura 4. Fotografia da caixa de CPP (vista superior) evidenciando os compartimentos distintos (listrado 
e branco) e a porta retrátil que os separa (Foto: Fernando Magela, 2018). 
 
 A observação e registro das sessões foram realizados por meio de um circuito fechado 
de câmeras. Esse sistema consistiu em duas câmeras digitais (Logitech C920, Brasil), sendo 
que uma das câmeras foi fixada a aproximadamente 1,5m do topo do aparato (denominada 
vista superior; Figura 5a) e outra a aproximadamente 1,5 m da parede de vidro do aparato 
(denominada vista lateral; Figura 5b). Ambas as câmeras foram conectadas diretamente a um 
computador portátil localizado em uma sala adjacente à sala de experimentos, de onde as 
sessões foram observadas e registradas usando o programa de análises comportamentais 
AnyMaze (Stoelting. Co., EUA). 
 
Figura 5. Fotografia da caixa de CPP durante análise comportamental (A) Vista superior, está 
evidenciado o acesso do sujeito a ambos os compartimentos através da abertura da porta retrátil; (B) 





 O hidrocloreto de cocaína (Sigma-Aldrich, EUA) foi dissolvido em solução salina (0,9%) 
e injetado em uma concentração de 7 mg/kg por via intraperitoneal (i.p.), em um volume de 
0,5 ml/kg. A solução salina também foi empregada como veículo controle. Efeitos 
comportamentais dessa concentração estudada já foram descritos em trabalhos anteriores 
com a mesma espécie de PNH (Borges e cols., 2015; Melamed e cols., 2013). A cocaína ou 
salina foram administradas 5 min antes da entrada no aparato. Durante a administração o 
sujeito foi contido por um experimentador e a injeção foi aplicada por um segundo 
experimentador. 
 
4.5 Procedimento experimental  
 O procedimento foi divido em três fases consecutivas: habituação, condicionamento e 
teste, conforme esquema experimental apresentado na Figura 6. Em todas as fases, as 
sessões realizadas consistiram na captura do sujeito em seu viveiro de moradia, com auxílio 
de um puçá. O animal foi então colocado na caixa-transporte, conduzido até a sala de 
experimentos, liberado no hall de entrada da caixa de CPP, iniciando assim uma sessão de 
15 min. Ao final da sessão, o animal foi levado de volta ao seu viveiro de moradia na caixa-
transporte. O aparato foi limpo com álcool 70% antes de iniciar uma nova sessão. A ordem de 
testagem dos indivíduos foi randomizada a cada dia. Todos os animais foram testados apenas 




Figura 6. Representação esquemática do procedimento experimental adotado no presente estudo. 
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4.5.1 Habituação  
 O objetivo dessa fase foi adaptar os sujeitos à caixa CPP, independentemente de 
experimentos anteriores, além de avaliar possíveis preferências inatas por um dos 
compartimentos da caixa de CPP. Nesta fase, cada sujeito foi submetido a duas sessões de 
habituação, com intervalo de 24 h entre elas (H1 e H2). Na caixa de CPP a parede retrátil foi 
mantida parcialmente aberta (20 cm), permitindo assim que o sujeito tivesse acesso livre a 
ambos os compartimentos do aparato. Não houve administração de nenhuma substância 
durante essa fase. Os sujeitos foram separados em dois grupos SAL (n=6) e COC (n=6). Essa 
divisão foi feita com base na atividade locomotora, na vigilância e no tempo em ambos os 
compartimentos durante a sessão H2. 
 
4.5.2 Condicionamento 
 O objetivo dessa fase foi induzir simultaneamente uma resposta de hipervigilância e 
uma resposta de preferência condicionada-por-lugar associada ao compartimento em que o 
sujeito esteve durante as sessões em que foi administrada a cocaína. Esta fase foi iniciada 
24 h após a última sessão de habituação. Os sujeitos foram submetidos a uma sessão diária 
de condicionamento por 15 min, durante 12 dias consecutivos. Cada sujeito, em dias 
alternados, teve acesso a apenas um dos compartimentos (branco ou listrado). Nos dias 
ímpares (1, 3, 5, 7, 9 e 11), o grupo COC foi tratado com cocaína (7 mg/kg; i.p.; 0,5 ml/kg) e 
o grupo SAL com solução salina (i.p.; 0,5 ml/kg) e foi dado acesso apenas a um compartimento 
(compartimento condicionado – CC). Nos dias pares (2, 4, 6, 8, 10 e 12) tanto o grupo COC, 
quanto o SAL receberam salina e tiveram acesso ao outro compartimento (compartimento 
não-condicionado – NC).  Um dos compartimentos foi aleatoriamente designado como CC, 
enquanto o outro foi considerado como sendo o NC. Metade dos sujeitos de cada grupo 
tiveram como compartimento CC o compartimento branco e a outra metade o compartimento 
listrado. Essa divisão permaneceu por todo o experimento. Em todas as 12 sessões desta 
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fase, a parede retrátil que conecta os dois compartimentos foi mantida fechada, 
impossibilitando o trânsito direto de um compartimento ao outro.  
 
4.5.3 Teste  
 O objetivo desta fase foi determinar se foi desenvolvida uma resposta de preferência 
condicionada-por-lugar induzida pela cocaína na caixa de CPP. Para tanto, cada indivíduo foi 
submetido a duas sessões teste: uma realizada 24h após a última sessão de condicionamento 
(T1) e a outra, 15 dias após a última sessão de condicionamento (T2). Nessa sessão de 15 
min, cada sujeito teve acesso novamente a ambos os compartimentos do aparato, de maneira 
similar ao descrito na fase de habituação (Ver seção 4.5.1 acima). Nesta fase não houve 
administração de substâncias.  
 
4.6 Análise de comportamento 
 O registro das sessões experimentais foi feito automaticamente pelo software 
AnyMaze (Stoelting. Co., EUA), via o circuito fechado de câmeras. Um observador 
previamente treinado fez o registro manual dos seguintes comportamentos: (1) Vigilância: 
duração do movimento contínuo de varredura com a cabeça enquanto o animal permaneceu 
parado; (2) Locomoção: duração do tempo gasto em movimento; (3) Uso do espaço: duração 
do tempo de permanência em cada compartimento; (4) Exploração: frequência de 
cheirar/lamber qualquer parte do aparato. Os comportamentos avaliados foram baseados em 
etogramas de calitriquídeos (Poole e Stevenson, 1976; Stevenson e Rylands, 1988) e em 
estudos similares conduzidos com a espécie Callithrix penicillata(Borges e cols., 2015; Cagni 




4.7 Coleta de sangue 
 Foram coletadas três amostras de 1,5 mL de sangue de cada sujeito: (1) 
imediatamente após a última sessão de habituação (pós-H2); (2) um dia antes da primeira 
sessão de teste e imediatamente após a última sessão de condicionamento (pré-T1); e (3) um 
dia antes da segunda sessão teste (pré-T2). Todas as amostras foram obtidas na presença 
do veterinário do CPUnB, entre às 13:00 h e 17:30 h.  A coleta pré-T2 foi feita no mesmo 
horário do dia em que as sessões comportamentais foram realizadas. Nesta coleta os animais 
foram capturados diretamente no seu viveiro de moradia, com o auxílio de um puçá e luvas 
de couro (para proteção do experimentador) e levados para uma sala de procedimentos 
adjacente ao corredor de viveiros. Nas coletas pós-H2 e pré-T1, os animais foram capturados 
no seu viveiro de moradia, transportados via caixa de transporte até a caixa de CPP para 
realização de sessão experimental. Ao final dos 15 min de observação comportamental, os 
sujeitos foram transportados até a sala de procedimentos adjacente ao corredor dos viveiros 
para coleta de amostras. 
 Na sala de procedimentos, o animal foi anestesiado com isofluorano por via inalatória, 
com auxílio de um vaporizador universal usando um fluxo de oxigênio. O fluxo de oxigênio foi 
fixado em 1,0 L/min e de isofluorano em 2% para indução e manutenção da anestesia 
(conforme Pissinatti e cols., 2016). Quando os movimentos voluntários do animal cessaram e 
a respiração foi estabilizada, 1,5ml de sangue foi obtido por punção da veia femoral, por um 
médico veterinário do CP/UnB. Ao final da punção, o fluxo de anestésico foi cessado e o 
animal recebeu uma dose de 0,3ml de vitamina K e 0,03ml de ferro. O animal permaneceu 
em observação até o final do efeito anestésico (1-2 min), e então, foi levado de volta ao viveiro 
em que estava alojado e monitorado pelos 15-30 min seguintes.  
 A amostra de sangue foi imediatamente colocada em um vacuette de 4 mL com fator 
ativador de coagulação e gel separador e mantida resfriada até o seu processamento inicial. 
As amostras foram então centrifugadas a 3.000 rpm por 10 min, à temperatura ambiente e o 
sobrenadante (soro) foi coletado com pipetas, transferido para tubo eppendorf e congelado à 
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-80ºC. As amostras foram enviadas à -80ºC para análise na Alemanha. O soro foi analisado 
posteriormente para a determinação da atividade das enzimas SMA e SMN.  
 
4.8 Análise de atividade enzimática 
 A atividade enzimática das esfingomielinases foi determinada usando um substrato 
fluorescente BODIPY-FL-C12-SM (N-(4,4-difluoro-5,7-dimetil-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene-
3-dodecanoyl) esfingosil fosfocolina, (D-7711; Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA/Life 
Technologies, Grand Island, NY, EUA), com triplicatas para cada amostra e atividade 
enzimática. A reação enzimática padrão conteve 58 pmol de esfingomielina como substrato 
em uma reação de volume 100µL contendo: 200mM de tampão de acetato de sódio (pH 5,0), 
500mM NaCl e 0,2% de detergente Nonidet P-40 para a análise da atividade da 
esfingomielinase ácida; 200mM tampão HEPES (pH 7,0), 200mM MgCl2 e 0,05% de 
detergente Nonidet P-40 para análise da atividade da esfingomielinase neutra. As reações 
foram iniciadas com a adição de 1,5 µL do soro correspondendo a 1-2 µg de proteína. Após a 
incubação a 37ºC as reações foram cessadas por congelamento à 20ºC e armazenadas até 
o próximo processamento. Os lipídeos foram extraídos, adicionando 250 µL de clorofórmio: 
metanol (2:1 v/v), brevemente vortexados e separados em fases por centrifugação a 16 000g 
por 2 min. A fase orgânica mais baixa foi concentrada em uma centrífuga evaporadora 
SpeedVac® por 20 min a 42ºC e dissolvida em 2 µL de clorofórmio: metanol (2:1, v/v) e 
aplicado sobre placas de sílica-gel para cromatografia em camada delgada (CCD; (Macherey-
Nagel, Düren, Alemanha, 805034). O produto e o substrato não-clivado foram separados 
usando clorofórmio: metanol (80:20, v/v). O sinal de fluorescência foi quantificado em uma 
Typhoon Trio scanner (excitação a 488 nm; emissão a 520 nm, 285–350 V, resolução de 100 
µm; GE Healthcare, Darmstadt, Alemanha) com o software QuantityOne (Bio-Rad 
Laboratories, Hercules, CA, EUA). A atividade enzimática foi calculada como a taxa de 
hidrólise de esfingomielinas (pmol), por tempo (h) por proteína (µg).  
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4.9 Análise estatística 
 Inicialmente foi feita análise da premissa de distribuição normal dos dados. Essa 
análise foi feita usando métodos gráficos qualitativos (box-plot) e uso de métodos quantitativos 
(teste de Shapiro-Wilk). O uso exclusivo de métodos qualitativos pode ser muito subjetivo e 
portanto o uso de testes analíticos é recomendável (Das e Imon, 2016). Apesar de testes de 
normalidade não terem grande poder com n amostral pequeno (Razali e Wah, 2011), o teste 
de Shapiro-Wilk é considerado um bom teste de normalidade dentre os testes mais comuns 
(Henderson, 2006). Dados com distribuição considerada normal são apresentados como a 
média dos valores e o erro padrão da média (±EPM), dados considerados com distribuição 
não-paramétrica, são apresentados como a mediana dos valores e a amplitude. O uso de 
média e medidas de dispersão relacionadas à média só fornecem informações precisas sobre 
os dados quando a distribuição é considerada normal (Hopkins e Weeks, 1990). Os resultados 
do teste de normalidade são apresentados no Apêndice 1. 
 Os dados referentes à locomoção, exploração e vigilância nas sessões de habituação 
de todos os animais foram analisados usando o teste t para amostras repetidas. Para o tempo 
de permanência nos compartimentos durante as sessões de habituação, foi feita uma Análise 
de Variância de duas vias (ANOVA) para medidas repetidas. Para os dados de vigilância, 
entre as primeiras e últimas sessões do condicionamento (sessões 1, 2, 11 e 12) de cada 
grupo, foi feito o teste de Friedman e quando resultados significativos foram obtidos foi feito o 
uso post hoc do teste de múltiplas comparações de Dunn. Os dados de locomoção entre as 
primeiras e últimas sessões de condicionamento (sessões 1, 2, 11 e 12) e o tempo de 
permanência no CC nas sessões H2, T1 e T2 foram analisados por meio de uma ANOVA de 
duas vias de desenho misto (mixed design two-way ANOVA). Sendo que para ambas as 
análises a variável independente foi o ‘grupo’ e o fator de medidas repetidas foi a ‘sessão’. 
Quando resultados significativos foram obtidos, o teste post hoc de Tukey foi utilizado. Os 
comportamentos de locomoção, exploração e vigilância entre as sessões H2, T1 e T2, foram 
analisados via teste de Friedman, para cada grupo e se aplicável feito pós teste de Dunn. 
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Para os dados de atividade enzimática, foram comparados os grupos SAL e COC em cada 
amostra de sangue por meio do teste U de Mann-Whitney.  
 Foi calculado o coeficiente de correlação de Pearson e de Spearman, para dados 
paramétricos e não paramétricos, respectivamente. Para analisar se os comportamentos dos 
animais na habituação poderiam prever a resposta de CPP, o tempo de permanência no 
compartimento condicionado (T1 e T2) foi correlacionado com: (1) os níveis de vigilância na 
sessão H2 e na sessão 11 do condicionamento (última de cocaína); (2) a frequência de 
exploração na sessão H2; e (3) o tempo gasto se locomovendo na sessão H2. Para analisar 
se a atividade enzimática da SMA ou SMN inicial poderia prever a resposta de CPP, o tempo 
no compartimento condicionado pós-condicionamento (T1 e T2) foi correlacionado à atividade 
da SMA e SNM nas coletas pós-H2, pré-T1 e pré-T2. Por fim, para testar se as respostas 
comportamentais na habituação podem prever o tempo dispendido em vigilância, o tempo de 
vigilância na sessão 11 do condicionamento foi correlacionada à (1) vigilância; (2) exploração; 
e (3) locomoção da sessão de pré-condicionamento (H2). Para todas as estatísticas 
realizadas foi utilizado o programa estatístico GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, San 












 Houve uma redução significativa no tempo gasto em locomoção entre as sessões de 
habituação H1 e H2 (t11= 9,00; p<0,0001; Tabela 1). Não foram observadas diferenças 
significativas entre as sessões de habituação para os outros comportamentos avaliados 
(Exploração: t11=0,40; p=0,69; Vigilância: t11= 0,13; p=0,90; Tabela 1). Além disso, os animais 
não demonstraram ter uma preferência inata por um dos compartimentos durante as sessões, 
já que não houve diferença significativa nos tempos de permanência em cada compartimento 
(sessão: F1,11=0,04; p=0,85; compartimento: F1,11=1,09; p=0,32; interação: F1,11=0,33; p=0,57; 
Tabela 1).   
 
Tabela 1. Resposta comportamental dos sujeitos (média ± epm; n=12) durante a fase de habituação 
na caixa de CPP. 
Parâmetro comportamental  
Sessão de habituação 
H1 H2 
Locomoção (em segundos) 148±15 85±13a 
Exploração (frequência) 34±5 37±4 
Vigilância (em segundos) 349±24 347±23 
Tempo gasto no compartimento branco (em segundos) 458±39 492±42 
Tempo gasto no compartimento listrado (em segundos) 434±38 402±39 
a p<0,0001 vs. habituação 1 
 
Durante o período de condicionamento, houve diferença estatística no tempo que o 
grupo COC permaneceu vigilante (Χ2 =13,4; p =0,0006; Figura 7). Análise post hoc com teste 
de Dunn, apontou que o tempo de vigilância da sessão C6 do grupo COC aumentou 
significativamente em comparação com as sessões S1 (p=0,021) e S6 (p=0,004), mas não se 
mostrou diferente estatisticamente da sessão C1 (p=0,441). Já para o grupo SAL, houve uma 
tendência na redução do tempo de vigilância entre as sessões (X2=7,2; p=0,06; Figura 7).  
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Para o tempo gasto em locomoção, não houve diferença estatística entre os grupos 
ou sessões experimentais (efeito da sessão: F3,30= 2,403; p=0,087; efeito do grupo: F3,30=0,03; 
p= 0,85; interação: F3,30= 0,45; p=0,72; Figura 8). 
 
Figura 7. Resposta de hipervigilância induzida pela cocaína. Tempo (mediana ± amplitude; em 
segundos) que os sujeitos passaram sendo vigilantes nas duas primeiras (C1 e S1) e duas últimas (C6 
e S6) sessões de condicionamento. Os animais do grupo salina receberam salina nas doze sessões 
de condicionamento, enquanto o grupo cocaína recebeu 7mg/kg nos dias ímpares (1 e 11) e salina nos 
dias pares (2 e 12). N=6/grupo; *<0,05 vs. respectivas sessões 2 e 12 do grupo cocaína. 
 
Figura 8. Cocaína não altera resposta locomotora nos micos-estrela. Tempo (média ± epm; em 
segundos) que os sujeitos passaram em locomoção nas duas primeiras (C1 e S1) e duas últimas (C6 
e S6) sessões de condicionamento. Os animais do grupo salina receberam salina nas doze sessões 
de condicionamento, enquanto o grupo cocaína recebeu 7 mg/kg nos dias ímpares (1 e 11) e salina 




Nas sessões testes 1 e 2, o grupo COC permaneceu significativamente mais tempo 
no compartimento condicionado à cocaína do que o grupo SAL (sessão: F2,20=3,71; p=0,04; 
grupo: F1,10= 7,20; p=0,02; interação: F2,20=4,73; p=0,02; Figura 9). O grupo COC passou mais 
tempo no compartimento condicionado na sessão T1(p=0,027) e T2(p=0,02) em comparação 
ao tempo de permanência durante a sessão H2. Para o grupo SAL, não houve diferença entre 
o tempo de permanência no compartimento condicionado na sessão H2 e as sessões teste. 
 
Figura 9. Resposta de CPP induzida por cocaína. Tempo que os sujeitos permaneceram (média ± epm; 
em segundos) no compartimento condicionado à cocaína ou salina durante a última sessão de 
habituação (H2) e nas duas sessões testes (T1 e T2). Os animais do grupo salina receberam salina 
nas doze sessões de condicionamento e os animais do grupo cocaína receberam cocaína 7 mg/kg e 
salina em dias alternados. T1 e T2 foram realizados 24h e 15 dias após a última sessão de 
condicionamento, respectivamente. N=6/grupo; *p<0,05 vs. H2 no grupo cocaína.; #p0,05 vs. mesma 
sessão do grupo salina. 
 
Entre as sessões H2, T1 e T2 não houve diferenças estatísticas entre o tempo gasto 
em locomoção para o grupo cocaína (X2=4,33; p=0,14; Tabela 2) ou salina (X2=3; p=0,25; 
Tabela 2). Houve diferenças nos níveis de exploração entre as sessões H2, T1 e T2, para 
ambos os grupos (cocaína: X2= 9,478; p=0,0054; salina: X2=9,333; p=0,0055; Tabela 2). O 
grupo COC explorou com mais frequência na sessão T1 do que na sessão H2 (p=0,0424) e 
T2 (p=0,0183), já o grupo SAL teve maior frequência de exploração na sessão T1 comparado 
a sessão H2 (p=0,0117). Por fim, o grupo COC não apresentou diferenças significativas nos 
níveis de vigilância entre estas sessões (X2=1; p=0,7402; Tabela 2), diferente do grupo SAL 
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(X2=8,333; p=0,012; Tabela 2) que ficou vigilante por menos tempo na sessão T2, quando 
comparado com a sessão H2(p=0,01). 
 
Tabela 2. Resposta comportamental dos sujeitos (média ± epm) tratados com salina ou cocaína 
(n=6/grupo) durante diferentes sessões experimentais. 
Parâmetro comportamental 
Sessão 
H2 T1 T2 
Locomoção (em segundos)    
salina 88±19 108±18 115±19 
cocaína  81±20 75±14 69±21 
Exploração (frequência)    
salina 38±2 90±21a 57±15 
cocaína 35±8 64±13b 31±8 
Vigilância (em segundos)    
salina 358±22 273±32 224±16b 
cocaína 335±42 332±28 285±23 
a p<0.05 vs. H2 e T2  
b p<0.05 vs. H2  
 
O tempo médio de todas as coletas (i.e., tempo gasto desde a entrada no viveiro para 
captura do indivíduo até o fim da venipuntura) foi 3,6±0,3 min (média± erro padrão da média; 
EPM). O tempo médio e EPM das coletas individualmente pós-H2, pré-T1 e pré-T2 foi 
respectivamente 3,96±0,25 min, 4,01±0,7 min e 2,96±0,23 min. A atividade enzimática não 
apresentam diferenças estatísticas ao longo das coletas. Para a atividade da SMA não houve 
diferença entre os grupos COC e SAL na amostra pós-H2 (U=16; p=0,82; Figura 10). Na coleta 
pré-T1, a atividade da SMA do grupo salina foi significativamente menor que do grupo cocaína 
(U=5; p=0,04; Figura 10). Para a última coleta – pré-T2, não houve diferença na atividade da 
SMA entre os grupos (U=12; p=0,39; Figura 10). Para a atividade da SMN não foi encontrada 
diferença entre os grupos entre nenhuma das coletas (pós-H2: U=14; p=0,59; pré-T1: U=10,5; 





Figura 10. Cocaína impede a redução da atividade periférica da SMA, mas não altera atividade da 
SMN. Atividade das enzimas (mediana ± amplitude; em pmol/h/µg) esfingomielinase ácida (SMA; 
quadro superior) esfingomielinase neutra (SMN; quadro inferior) nas diferentes fases do procedimento 
experimental: pós-H2, imediatamente após a habituação 2; pré-T1 e pré-T2, 24h antes das respectivas 
sessões teste. *p<0,05 vs. grupo salina na respectiva amostragem.  
 
Não houve correlações significativas entre a vigilância na última sessão de 
condicionamento com cocaína (C11) e o tempo de permanência no compartimento 
condicionado nas sessões testes T1 (grupo SAL: r= 0,57; p= 0,24; grupo COC: r=-0,02; 
p=0,98) ou T2 (grupo SAL: r= -0,04; p= 0,94; grupo COC: r=0,17; p=0,75). Os níveis de 
locomoção e vigilância na sessão de habituação (pré-condicionamento) não foram 
correlacionados significativamente com o tempo de vigilância na sessão de condicionamento 
C11, nem com o tempo de permanência no compartimento condicionado nas sessões testes 




Tabela 3. Relação entre os comportamentos observados antes do condicionamento a cocaína e as 
respostas comportamentais induzidas pela administração repetida da droga, em cada grupo 
experimental, expressa como o coeficiente r de correlação de Pearson ou Spearman (valor de p). 
Comparação 
Sessão habituação H2 
locomoção exploração vigilância 
Vigilância C6 x    
grupo salina -0,30 (0,57) -0,65 (0,17) -0,77(0,07) 
grupo cocaína -0,64 (0,17) -0,27 (0,61) 0,03 (0,96) 
    
CPP T1 x    
grupo salina -0,38 (0,46) -0,87 (0,03)* -0,24 (0,65) 
grupo cocaína 0,01 (0,99) 0,63 (0,18) 0,24 (0,65) 
    
CPP T2 x    
grupo salina 0,11 (0,84) -0,49 (0,32) 0,26 (0,62) 
grupo cocaína -0,57 (0,23) -0,42 (0,41) 0,33 (0,53) 
 
Para o grupo SAL não houve correlação entre a atividade da SMA e o tempo no 
compartimento condicionado na sessão T1 (coletas – pós-H2: r= 0,43; p=0,39; pré-T1: r=-
0,52; p=0,29) ou na sessão T2 (coletas – pós -H2: r= 0,43; p=0,39; pré-T2: r=-0,40; p=0,43). 
Para o grupo COC também não houve correlação entre a atividade da SMA e o tempo no 
compartimento condicionado na sessão T1 (coletas – pós -H2: r= -0,54; p=0,26; pré-T1: 
r=0,49; p=0,32) ou na sessão T2 (coletas – pós-H2: r= -0,74; p=0,09; pré-T2: r=0,39; p=0,45).  
Para o grupo COC, a atividade da SMN no pré-T1 foi correlacionada com o tempo que 
o grupo permaneceu no compartimento condicionado no T1 (Figura 11). Não houve correlação 
entre a atividade da SMN na coleta pós-H2 e o tempo que o grupo COC permaneceu no 
compartimento condicionado na sessão T1 (r=-0,62; p=0,19) ou entre a atividade da SMN em 
qualquer coleta e o tempo no CC na sessão T2 (coletas – pós-H2: r= -0,64; p=0,17; pré-T2: 
r=-0,25; p=0,63). Não houve correlação entre a atividade da SMN e o tempo no compartimento 
condicionado na sessão T1 (coletas – pós-H2: r=0,12; p=0,83; pré-T1: r=-0,48; p=0,34) ou na 
sessão T2 (coletas – pós-H2: r=0,40; p=0,27; pré-T2: r=0,13; p=0,81) do grupo SAL. O tempo 
em vigilância na primeira e última sessão com administração de cocaína (C1 e C11) não foi 
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correlacionado com a atividade enzimática da SMA ou SMN em nenhuma das coletas e em 
nenhum dos grupos (Tabela 4). 
 
Figura 11. Relação entre a atividade da enzima (pmol/h/µg) esfingomielinase neutra (SMN) na 
amostra pré-teste 1 e o tempo no compartimento condicionado no teste 1.  
 
 
Tabela 4. Relação entre o nível de atividade das enzimas esfingomielinase ácida (SMA) e neutra (SMN) 
detectadas no sangue com tempo em vigilância induzida pela administração repetida da droga, 
expressa como o coeficiente r de correlação de Pearson ou Spearman (valor de p). 
Grupo Comparação 
Amostra de sangue* 
pós-H2 pré-T1 pré-T2 
Salina tempo de vigilância x SMA   
sessão condicionamento 1 -0,11 (0,83) -0,60 (0,24)# -0,36 (0,48) 
sessão condicionamento 11 -0,66 (0,18)# -0,02 (0,99)# 0,48 (0,35)# 
    
tempo de vigilância x SMN 
sessão condicionamento 1 -0,08 (0,88) -0,36 (0,49) 0,34 (0,51) 
sessão condicionamento 11 0,03 (0,99)# 0,29 (0,60)# 0,66 (0,18)# 
      
Cocaína tempo de vigilância x SMA   
sessão condicionamento 1 0,45 (0,37) -0,23 (0,65) 0,74 (0,09) 
sessão condicionamento 11 0,17 (0,37) -0,11 (0,84) 0,34 (0,51) 
    
tempo de vigilância x SMN 
sessão condicionamento 1 -0,23 (0,66) 0,74 (0,09) 0,58 (0,23) 
sessão condicionamento 11 -0,31 (0,55) -0,01 (0,99) -0,28 (0,59) 
*pós-H2 = logo após a sessão de habituação 2; pré-T1 = logo após a sessão de condicionamento 12; 
pré-T2 = 24 h antes da sessão teste 2 





 No presente estudo, não foram encontradas diferenças significativas no tempo que os 
sujeitos permaneceram em cada compartimento da caixa de CPP na fase de habituação, 
indicando a ausência de uma preferência inata do animal a algum dos compartimentos. 
Preferências inatas anteriores ao período de condicionamento podem interferir na resposta 
de CPP ou implicar em protocolos ‘enviesados’ – por envolverem a escolha não aleatória do 
compartimento condicionado (Bardo e Bevins, 2000). Quando há uma preferência inata 
significativa pode-se condicionar o sujeito no compartimento menos preferido (Sanchis-
Segura e Spanagel, 2006). Desta forma, uma resposta de CPP nessas condições envolveria 
superar essa ‘aversão’ inicial ao compartimento. Por ser difícil separar a alteração de um 
estado motivacional prévio (aversão) das propriedades recompensadoras da droga, 
protocolos com esse viés são interpretados com cautela e isso os torna menos atrativos 
(Cunningham e cols., 2003). 
Assim como em outros trabalhos com preferência condicionada-por-lugar em 
calitriquídeos, não houve alterações nos níveis de vigilância e exploração durante a fase de 
habituação (Borges e cols., 2015; Duarte e cols., 2015). No entanto, em oposição ao relatado 
nestes trabalhos, os animais do presente estudo apresentaram uma redução significativa no 
tempo de locomoção entre a primeira e a segunda sessão da habituação. A habituação de 
primatas é um processo contínuo que pode ser alterado por diversos fatores (e.g. ambiente, 
experiências prévias e a própria espécie) e medido por diversos comportamentos (Williamson 
e Feistner, 2011). Ao serem expostos repetidamente a ambientes novos, micos-estrela 
reduzem rapidamente sua atividade locomotora e exploratória, além de comportamentos 
relacionados à exposição à novidade, mas não reduzem comportamentos de vigilância como 
o ‘visual scanning’ (Barros e cols., 2004).   
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6.2 Sensitização comportamental 
 Ao longo da fase de condicionamento, os sujeitos do grupo COC apresentaram uma 
modificação no padrão de vigilância. Os animais do grupo COC tiveram um aumento nos 
níveis de vigilância na última sessão de condicionamento com cocaína (sessão C6) e esse 
nível de vigilância foi significativamente maior que a vigilância nas sessões S1 e S6 do 
condicionamento, mas não para a sessão C1. Essa alteração nos níveis de vigilância não foi 
vista no grupo SAL que apresentou uma tendência de redução da vigilância ao longo do 
condicionamento. O tempo de vigilância na sessão C6 de ambos os grupos não foi 
correlacionado com a locomoção, exploração ou vigilância na sessão H2. Isso indica que o 
perfil basal de comportamentos não influenciou na indução e expressão da resposta de 
hipervigilância induzida pela cocaína. Em estudos com micos-estrela, administrações diárias 
de cocaína produzem um efeito de hipervigilância nos animais (5mg/kg: Cagni e cols., 2012; 
7mg/kg: Borges e cols., 2015; Melamed e cols., 2013). Esse efeito comportamental é 
considerado como uma sensitização do sistema mesolímbico a drogas de abuso, como a 
cocaína (Berridge e Robinson, 2016). Essas respostas sensitizadas são importantes para 
expressão de comportamentos do abuso de drogas (Vezina e Leyton, 2009).Por outro lado, 
uma dose de 5 mg/kg de metilfenidato não induziu vigilância em um protocolo de CPP similar 
ao deste trabalho (Kashefi e cols., 2019, no prelo). Ainda, uma dose de 3 mg/kg de cocaína 
falhou em induzir um efeito de hipervigilância em micos-estrela, apesar de levar a uma 
resposta de CPP (Borges e cols., 2015). Assim, fica claro, que a sensitização comportamental 
induzida por estimulantes vista em PNH parece ser dose-dependente, variando de acordo 
com o estimulante utilizado e o comportamento avaliado (e.g. padrões locomotores 
específicos e estereotipias; Castner e Goldman-Rakic, 1999).  
Não foram encontradas alterações significativas na atividade locomotora ao longo das 
sessões de condicionamento para o grupo COC ou SAL. Diferente do que é visto em roedores, 
psicoestimulantes não costumam levar a um aumento da locomoção em primatas (revisado 
em Bradberry, 2007).  A sensitização comportamental parece acontecer com os 
comportamentos mais frequentes da espécie (Melamed e cols., 2013). Comportamentos de 
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vigilância são muito frequentes em etogramas de calitriquídeos (Stevenson e Poole, 1976; 
Stevenson e Rylands, 1988). Apesar disso, doses agudas de cocaína podem aumentar a 
locomoção em subgrupos de calitriquídeos (De Souza Silva e cols., 2006). Ademais, van Vliet 
e colaboradores (2006) relataram que doses altas de modafinil (>100mg/kg) foram suficientes 
para induzir hiperlocomoção no teste de Bungalow usado para medir atividade locomotora e 
exploratória em calitriquídeos.  
 A atividade de SMA e SMN não foi estatisticamente diferente entre as sessões pós-H2 
e pré-T1. Esse efeito estatístico se deve, provavelmente, ao pequeno número amostral 
utilizado. Quanto à atividade enzimática (SMA ou SMN), não foram encontradas correlações 
significativas entre eles e os níveis de vigilância pré ou pós-condicionamento. Assim, é 
plausível considerar que a modulação por cocaína ou o protocolo experimental utilizado não 
altere a atividade da SMA e SMN ou mesmo que os esfingolipídeos não tenham papel 
fundamental no processo de sensitização comportamental nesse modelo de primata.  
Em acordo com essa ideia, os lipídeos mais alterados por um modelo de sensitização 
por cocaína em roedores foram glicerofosfolipídeos, como fosfoetanolamina (PE) e 
fosfatidilcolinas (PC), e foram majoritariamente mais modulados no corpo estriado (Lin e cols., 
2017). Esses aumentos induzidos pela cocaína nos níveis de glicerofosfolipídeos são 
potencialmente causados pela inibição da cocaína na fosfolipase 1, enzima que cliva 
fosfolipídeos (Nassogne e cols., 2004). Esse efeito, no entanto, não explica o aumento de 
ceramidas e outros esfingolipídeos encontrados no protocolo de sensitização (Lin e cols., 
2017). Em outro trabalho, agora com sensitização induzida por metanfetamina em 
camundongos, foram encontradas alterações nos níveis de Ceramida-1-fosfato no 
hipocampo, mas nenhuma alteração no núcleo accumbens (NAc; Jiang e cols., 2017). Esses 
resultados apontam que os esfingolipídeos podem não ser essenciais na sensitização 
comportamental e o efeito nos lipídeos pode ser resultante de outros processos. Portanto, 
essas alterações lipídicas parecem ser droga-específicas. Fica claro que o uso de cocaína 
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leva a alterações lipídicas, mas devido à falta de estudos focados em esfingolipídeos, a 
relação desses lipídeos com processos de sensitização é menos documentada.  
 No entanto, já foram encontradas alterações nos níveis de glicerofosfolipídeos no 
protocolo de sensitização com cocaína e encontrada uma correlação positiva entre os níveis 
sanguíneos de PE 41:2 e PC 32:0 e PC34:1 e a hiperlocomoção em ratos (Cummings e cols., 
2015). Essas alterações foram mensuradas uma semana após a última injeção de cocaína, 
assim, essas alterações não são resultantes de um efeito direto da cocaína (agudo). É 
possível que metabólitos, e não a atividade enzimática, se relacionem melhor com a 
sensitização comportamental ou ainda que esfingolipídeos não tenham um papel vital nesse 
processo.  
Ainda, as modificações lipídicas induzidas por drogas de abuso também parecem ser 
espécie-específicas. Tendo em vista que drosófila (Drosophila melanogaster) tratadas com 
cocaína tem aumento nos PC totais e redução nos níveis de PE e PI totais em relação a 
moscas controle, esse efeito é o oposto do induzido pelo metilfenidato no mesmo modelo, no 
qual há aumento de PE e PI e redução de PC (Philipsen e cols., 2018). Essas alterações no 
perfil de PC e PE são diferentes das vistas no modelo de roedor. De modo que as alterações 
no perfil lipídico são altamente específicas. 
 
6.3 Preferência condicionada por lugar  
 Nas duas sessões testes, uma 24 h e outra 15 dias após o último condicionamento, 
apenas o grupo COC ficou significativamente mais tempo no compartimento condicionado à 
droga. O uso repetido de cocaína é capaz de induzir respostas de CPP em diversas situações 
experimentais em roedores (revisado em Tzschentke, 2007). Em PNH, a preferência 
condicionada por lugar induzida por drogas, só foi documentada em 2011, quando uma 
resposta de CPP induzida por morfina foi demonstrada em macacos rhesus (Wang e cols., 
2012). Pouco depois, uma resposta de CPP induzida por cocaína em micos-estrela foi 
demonstrada (Barros e cols., 2013). Ainda mais recente é o CPP induzido por metilfenidato 
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em micos-estrela (Kashefi e cols., 2019). A resposta de CPP já foi induzida em humanos, 
utilizando anfetamina e álcool (Childs & de Wit, 2009, 2013, 2016). Ademais, um estudo 
utilizando brinquedos demonstrou uma resposta de CPP em crianças entre 30 e 55 meses 
(Hiller e cols., 2015). Essa ubiquidade da resposta entre as espécies reflete uma forma 
simples e conservada de aprendizado. De fato, essa resposta é possível por meio da 
expressão de um ou mais tipos de memória, dentre os quais, a explicação mais comum é ser 
de uma memória associativa induzida pela motivação associada ao uso da droga (Huston e 
cols., 2013). 
O protocolo de CPP avalia um aprendizado pavloviano e tem sido utilizado para avaliar 
o a associação entre potencial efeito reforçador de várias substâncias e um contexto (Bardo 
e Bevins, 2000). É um teste que reflete elementos da dependência, já que indivíduos 
dependentes exibem muitas associações entre o ambiente em que é consumida a droga e as 
propriedades motivadoras da droga (Napier e cols., 2013). Inclusive, respostas de CPP em 
humanos já foram induzidas por anfetamina (Childs e de Wit, 2009, 2013) e por álcool (Childs 
e de Wit, 2016). Além do que, é um protocolo que permite avaliar o desempenho de 
medicamentos para o tratamento da dependência (Napier e cols., 2013), inclusive na mesma 
espécie deste trabalho (Kashefi e cols., 2019). Por ser útil para avaliar o potencial reforçador 
do potencial medicamento e por permitir estudos de recaída (Napier e cols., 2013). O teste de 
CPP pode ser útil para identificar medicamentos que inibam a recaída induzida por pistas, 
droga ou estresse (Napier e cols., 2013).  
A resposta de CPP também não foi correlacionada com os níveis comportamentais 
vistas na última sessão de habituação (H2). Resultados semelhantes, nos quais não houve 
correlação foram encontrados quando utilizada a mesma dose de cocaína em micos-estrela 
(Borges e cols., 2015). Apesar disso, utilizando uma dose menor, 3 mg/kg os comportamentos 
no pré-condicionamento correlacionaram negativamente com a resposta de CPP (Borges e 
cols., 2015). Em outro tipo de resposta de CPP, induzida por alimento, a resposta de CPP 
também não foi correlacionada com níveis de comportamentos pré-condicionamento. O que 
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diferencia o modelo primata do modelo roedor, no qual comportamentos pré-CPP estão 
correlacionados a resposta de CPP (Seymour e Wagner, 2008). 
A resposta de CPP vista no presente trabalho é persistente por pelo menos 15 dias e 
similar à de outros trabalhos com a mesma espécie e droga (Borges e cols., 2015), o que 
demonstra uma consolidação do comportamento aprendido e da associação entre o contexto 
(estímulo preditivo de recompensa) e os efeitos hedônicos da cocaína. As modificações 
induzidas pela cocaína são persistentes e suficientes para que, mesmo após longo período 
sem droga, a apresentação de um contexto pareado, estresse e ou doses baixas da droga 
produzam uma resposta de CPP (Tzschentke, 2007). 
No presente trabalho não foram encontradas correlações entre os comportamentos de 
hipervigilância e a resposta de CPP, em ambos os grupos COC e SAL. Trabalhos que 
analisaram ambas as variáveis em um mesmo indivíduo também tiveram resultados 
semelhantes (Borges e cols., 2015; Seymour e Wagner, 2008), o que indica a existência de 
bases neurais diferentes para o condicionamento e a sensitização comportamental apesar de 
se sobreporem em alguns pontos. O perfil lipídico do cérebro de um camundongo após um 
protocolo de CPP por cocaína é diferente do perfil observado após um protocolo de 
sensitização comportamental induzida por essa mesma droga (Lin e cols., 2017). Os lipídeos 
e a área mais afetados pelo teste de CPP, induzido por cocaína, foram os esfingolipídeos e o 
NAc, respectivamente (Lin e cols., 2017). O papel da cocaína como inibidor funcional da SMA 
(Nassogne e cols., 2004) poderia explicar a redução nos níveis de ceramida e um aumento 
de seus metabólitos no protocolo de CPP do visto trabalho de Lin e cols., (2017), mas não 
explica o aumento de ceramidas e outros esfingolipídeos encontrados no protocolo de 
sensitização. 
A administração de cocaína não levou ao condicionamento de outras respostas 
comportamentais. A atividade locomotora foi similar antes (H2) e após o condicionamento (T1 
e T2). A atividade exploratória apresentou um aumento na sessão T1, mas esse aumento foi 
em ambos os grupos, o que reduz as chances de ter sido um efeito da cocaína. Por fim, no 
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grupo SAL, o tempo de vigilância na sessão T2 foi menor do que o visto na H2. Micos-estrela 
reduzem a vigilância após perceber a ausência de estímulos aversivos (Barros e cols., 2004). 
Esses resultados são similares a outros trabalhos com administração de cocaína em PNH 
(Borges e cols., 2015; Cagni e cols., 2012). 
 O grupo COC apresentou maior atividade enzimática da SMA que o grupo SAL antes 
do teste 1 (pré-T1). Não foram encontradas correlações entre a atividade da SMA e o tempo 
no compartimento condicionado nas sessões teste. Assim, pode-se sugerir que a cocaína 
bloqueou a redução nos níveis de atividade da SMA. Essa diferença de atividade não foi vista 
na coleta pré-T2, na qual os níveis de atividade da SMA dos dois grupos são similares. É 
possível que o grupo salina tenha chegado a um estado de habituação que reduziu a atividade 
da SMA na pré-T1, afinal a habituação é uma redução na resposta após repetidas 
estimulações (Rankin e cols., 2009). Essa diferença na atividade da SMA não foi vista na 
amostra pré-T2. Enquanto o grupo COC apresentou níveis de atividade da SMA similares ao 
longo de todo o estudo. Um estudo in vitro mostrou que a cocaína pode atuar como inibidor 
funcional da SMA (Nassogne e cols., 2004). Apesar disso, no presente estudo a cocaína não 
reduziu a atividade da SMA na dose e protocolo adotados. Isso porque, a ação sistêmica de 
um inibidor funcional da SMA exige administrações contínuas por período prolongado de 
tempo (Kornhuber e cols., 2010). Assim, é possível que a maior atividade da SMA deva-se ao 
TNF-α induzido pela administração de cocaína (Lee e cols., 2001) que ativa a SMA (Edelmann 
e cols., 2011). De fato, estressores físicos ou a administração de corticosterona induzem o 
aumento de ceramidas, possivelmente catalisadas pela atividade de esfingomielinase 
(Oliveira e cols., 2016). No presente trabalho, a exposição repetida ao aparato de CPP induz 
a redução na atividade da SMA, mas a administração de cocaína impediu essa redução. Essa 
redução, vista no grupo controle, pode ser um indicativo de uma memória não-associativa, a 
habituação. A resposta de CPP do primeiro teste (T1) foi correlacionada com os níveis de 
atividade da SMN, apenas no grupo que recebeu cocaína. Isso pode ser um indicativo do 
papel dessa enzima na aprendizagem de comportamentos relacionados à droga.  
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Houve uma correlação negativa significativa entre os níveis de atividade enzimática da 
SMN (pré-T1) e o tempo de permanência no compartimento condicionado na sessão teste 1, 
apenas para o grupo COC. Isso significa que os sujeitos com os menores níveis de atividade 
da SMN exibiram as maiores respostas de CPP. Essa correlação não aconteceu entre os 
níveis de SMN pré-T2 e a sessão T2. Essa correlação parece então ser associada a 
aprendizagem/consolidação do condicionamento (pré-T1), mas não à expressão do 
comportamento após o período de 15 dias sem manuseio experimental (pré-T2).  
Usando um protocolo de depressão-induzida por extinção em ratos, Huston e 
colaboradores (2016) encontraram uma correlação positiva entre a atividade da SMN no 
hipocampo e um comportamento aprendido. É possível que a atividade periférica da SMN não 
reflita a atividade central. Utilizando um inibidor da SMN2, as alterações vistas no soro de 
camundongos foram praticamente contrárias daquelas vistas nos tecidos cerebrais 
(Tabatadze e cols., 2010). Assim, as alterações da cocaína na via esfingolipídica no cérebro 
podem não ser diretamente traduzidas para as alterações vistas no soro. A atividade da SMN 
parece predizer o aprendizado. No entanto, são necessários mais estudos causais para 
analisar se a associação encontrada tem esse significado biológico. Não é possível afirmar 
que a atividade da SMN esteja de fato mediando o aprendizado relacionado à resposta de 
CPP, mas pode-se dizer que animais com as menores atividades da SMN após um protocolo 
de CPP apresentam as maiores respostas de CPP no dia seguinte. 
Em modelos animais, a via esfingolipídica parece estar mais envolvida em memória 
ou aplicação de protocolos que envolvam algum tipo de estresse. A inibição farmacológica da 
SMN2, usando GW4869, atrasou a formação da memória espacial no labirinto aquático de 
Morris e em uma versão aquática do labirinto radial, para avaliar memória episódica 
operacional (Tabatadze e cols., 2010). No entanto, essa inibição da SMN2 não alterou o 
desempenho no teste de reconhecimento espacial no labirinto em Y (Tabatadze e cols., 2010). 
Tanto o protocolo de depressão-induzida por extinção e o labirinto aquático de Morris são 
protocolos que induzem estresse em um modelo de depressão (Huston e cols., 2013). O 
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manuseio dos sujeitos para o protocolo de CPP e a administração de cocaína também. De 
modo que o grupo SAL apresentou uma redução nos níveis de atividade da SMA, mas não 
apresentou resposta de CPP. Enquanto o grupo COC, não teve essa redução na atividade da 
SMA, mas demonstrou uma resposta de CPP e uma correlação entra a atividade da SMN e 
esta resposta.  
Até o presente momento, este é o primeiro trabalho mostrando a atividade das enzimas 
SMA e SMN em resposta à administração de cocaína em um modelo de PNH. Estas 
diferenças no perfil de atividade enzimática podem subsidiar alterações comportamentais e 
celulares vistas na dependência. Assim, medicamentos que possam atuar nessas enzimas 
podem ser candidatos ao tratamento para dependência por cocaína.  
Uma das limitações desse trabalho é o pequeno número amostral. A atividade 
enzimática da SMA e SMN foi mensurada perifericamente e isso pode não refletir as 
mudanças no cérebro. Sabe-se que a atividade da SMA no soro não correlaciona com a 
atividade no liquido cefalorraquidiano (Mühle e cols., 2013), ainda mais que essa atividade é 
possivelmente depende da região cerebral. Seria interessante ter mais amostragens ao longo 
do estudo, principalmente ao longo da fase de condicionamento. Futuros trabalhos devem 
analisar a atividade dessas enzimas em grupos maiores de primatas ou por um período de 
tempo maior. 
Outras análises interessantes seriam: testar se as alterações de atividade enzimática 
encontradas neste trabalho se estendem para outras drogas de abuso e analisar se as 
correlações encontradas se estendem para outros tipos de memória. Atualmente existem 
diversas lacunas que impossibilitam a comparação confiável dos dados e a proposição de 
mecanismos universais do papel desses lipídeos para a memória. 
Um campo vasto a ser explorado são os níveis plasmáticos dos esfingolipídeos, uma 
metodologia mais específica de analisar o impacto desses lipídeos na transição do uso para 
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a dependência por cocaína. Análises lipidômicas podem ser usadas para a criação de perfis 
















7. Conclusões  
Ao avaliar o papel das enzimas esfingomielinase ácida e neutra nos comportamentos 
relacionados a dependência em micos-estrela foi constatado que: 




 A atividade da SMN se manteve em níveis similares ao longo de todo o estudo, em 
ambos os grupos; 
 O nível de atividade da SMA e SMN não apresentou correlação com o processo de 
sensitização comportamental induzido por cocaína (i.e., hipervigilância); 
 A atividade da SMA não se correlacionou com a resposta de CPP em ambos os 
grupos; 
 Apenas no grupo que recebeu cocaína, os níveis de atividade da SMN após o 
protocolo de condicionamento (pré-T1) foram correlacionados com a resposta de CPP 
e podem ser marcadores de uma aprendizagem relacionada à droga; 
 As alterações na atividade da SMA e SMN induzidas pela administração de cocaína 
não foram iguais. 
Assim, os esfingolipídeos parecem ter uma função na formação de diversas memórias e 
também em aspectos do condicionamento e da sensitização comportamental induzidos pela 
cocaína. A expressão desses comportamentos é um importante marcador das alterações de 
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Tabela 5.Valor do teste de normalidade Shapiro-Wilk e valor de significância para tempo gasto em 
vigilância e em locomoção nas duas primeiras e duas últimas sessões do condicionamento. 
Comportamento Sessão Grupo W p 
Vigilância 1 salina 0,9629 0,8421 
  cocaína 0,8744 0,2443 
 2 salina 0,9127 0,4546 
  cocaína 0,9806 0,9544 
 11 salina 0,6543 0,002 
  cocaína 0,9504 0,7431 
81 
 
 12 salina 0,9881 0,9842 
  cocaína 0,8851 0,2933 
Locomoção 1 salina 0,9777 0,9393 
  cocaína 0,9239 0,5342 
 2 salina 0,9655 0,8612 
  cocaína 0,9014 0,3825 
 11 salina 0,8837 0,2866 
  cocaína 0,8441 0,1409 
 12 salina 0,8512 0,1609 







Tabela 6. Valor do teste de normalidade Shapiro-Wilk e valor de significância para dados apresentados 




Sessão Grupo W p 
SMA pós-H2 salina 0,904 0,3981 
  cocaína 0,9511 0,7494 
 pré-T1 salina 0,6739 0,0032 
  cocaína 0,9775 0,9387 
 pré-T2 salina 0,9698 0,8912 
  cocaína 0,8706 0,2285 
82 
 
SMN pós-H2 salina 0,8178 0,0844 
  cocaína 0,9147 0,468 
 pré-T1 salina 0,9101 0,4368 
  cocaína 0,9053 0,4064 
 pré-T2 salina 0,8868 0,3018 
  cocaína 0,9358 0,6258 
 
Tabela 7. Valor do teste de normalidade Shapiro-Wilk e valor de significância para o tempo de 
permanência no compartimento condicionado nas sessões H2, T1 e T2. 
Dado Sessão Grupo W p 
CPP H2 salina 0,9785 0,9439 
  cocaína 0,9523 0,759 
 T1 salina 0,9008 0,3787 
  cocaína 0,9106 0,4406 
 T2 salina 0,9252 0,5436 
  cocaína 0,8119 0,075 
 
Tabela 8. Valor do teste de normalidade Shapiro-Wilk e valor de significância para o tempo de 
locomoção, tempo de vigilância, frequência de exploração e o tempo nos compartimentos branco e 
listrado nas sessões de habituação. 
Comportamento Sessão W p 
Locomoção    
 H1 0,9522 0,6693 
 H2 0,8974 0,1469 
Exploração   
 H1 0,9319 0,4012 
 H2 0,9735 0,9437 
83 
 
Vigilância    
 H1 0,9352 0,4389 
 H2 0,9591 0,7703 
Tempo gasto no compartimento branco 
 H1 0,9658 0,8627 
 H2 0,9801 0,9842 
Tempo gasto no compartimento listrado 
 H1 0,974 0,9481 









Tabela 9. Valor do teste de normalidade Shapiro-Wilk e valor de significância para o tempo de 
locomoção, tempo de vigilância, frequência de exploração nas sessões H2, T1 e T2. 
Comportamento Sessão Grupo W p 
Locomoção     
 H2 salina 0,8977 0,3606 
  cocaína 0,9025 0,389 
 T1 salina 0,8848 0,292 
  cocaína 0,9114 0,4459 
 T2 salina 0,9376 0,64 
84 
 
  cocaína 0,8441 0,1408 
Exploração    
 H2 salina 0,7452 0,0179 
  cocaína 0,9227 0,5247 
 T1 salina 0,943 0,6831 
  cocaína 0,9459 0,7072 
 T2 salina 0,9433 0,6862 
  cocaína 0,9129 0,4558 
Vigilância     
 H2 salina 0,9376 0,6401 
  cocaína 0,8886 0,311 
 T1 salina 0,7943 0,0522 
  cocaína 0,9583 0,8066 
 T2 salina 0,9056 0,4079 
  cocaína 0,9924 0,9943 
 
 
